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本文亮点：

(1) 通过建立小鼠全层皮肤缺损创面模型，证实小鼠创伤后表皮中出现了一群 Vγ4T细胞；雷帕霉素

可能通过抑制 CC趋化因子配体 20的表达，引起创伤后 Vγ4T细胞向表皮的募集减少，同时雷帕

霉素能够抑制 Vγ4T细胞分泌 IL⁃22。
(2) 推测创伤后表皮中 Vγ4T细胞减少及其分泌 IL⁃22减少导致了应用雷帕霉素的小鼠的创面愈合

障碍。
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【摘要】 目的 探讨 Vγ4T细胞在应用雷帕霉素的小鼠全层皮肤缺损创面愈合障碍中的作用及

其机制。 方法 采用实验研究方法，选取 86只 8~12周龄雄性 C57BL/6J小鼠（以下简称野生型小

鼠）进行后续实验。取 5只野生型小鼠，从其腋窝淋巴结分离 Vγ4T细胞用于后续实验。取 42只野生

型小鼠，腹腔注射雷帕霉素建立应用雷帕霉素的小鼠模型，用于后续实验。取 18只野生型小鼠，按随

机数字表法（分组方法下同）分为不进行任何处理的正常对照组和单纯创伤组、创伤+CC趋化因子配

体 20（CCL20）抑制剂组（每组 6只），将后 2组小鼠背部制成全层皮肤缺损创面（创面模型下同），创伤+
CCL20抑制剂组小鼠伤后连续 3 d于创缘皮下注射 CCL20抑制剂，另取 6只应用雷帕霉素的小鼠建立

创面模型作为雷帕霉素+创伤组，伤后 3 d，采用酶消化法提取各创伤小鼠创周皮肤组织的表皮细胞，

采用流式细胞仪检测表皮细胞中 Vγ4T细胞的百分比。于适宜时间点取正常对照组小鼠背部正常皮

肤组织的表皮细胞同前进行检测。取 5只野生型小鼠建立创面模型，伤后 3 d，提取创周皮肤组织的

表皮细胞，采用流式细胞分选仪将细胞群分为 Vγ4T细胞、Vγ3T细胞及 γδ阴性细胞，分别设为 Vγ4T
细胞组、Vγ3T细胞组及 γδ阴性细胞组（均与 B16小鼠黑色素瘤细胞混合），以单纯 B16小鼠黑色素瘤

细胞为黑色素瘤细胞对照组，采用实时荧光定量反转录 PCR（RT-PCR）法检测各组细胞白细胞介素

22（IL-22）mRNA表达情况（样本数为 6）。取 30只应用雷帕霉素的小鼠建立创面模型，伤后即刻分为

进行相应注射处理的单纯 Vγ4T细胞组与 Vγ4T细胞+IL-22抑制剂组以及注射 PBS的雷帕霉素对照组

（每组 10只）；另取 10只野生型小鼠建立创面模型并注射 PBS作为野生型对照组。各组小鼠均连续注

射 6 d，伤后 1、2、3、4、5、6 d于当日注射后计算 4组小鼠创面面积百分比。分别取 6只野生型小鼠和

6只应用雷帕霉素的小鼠建立创面模型，作为野生型组和雷帕霉素组，伤后 3 d，分别采用实时荧光定

量 RT-PCR法及蛋白质印迹法检测 2组小鼠创周表皮组织中 IL-22、CCL20的 mRNA及蛋白的表达情

况。取 Vγ4T细胞，分为不进行任何处理的正常对照组和用雷帕霉素处理的雷帕霉素组，培养 24 h，分
别采用实时荧光定量 RT-PCR法及蛋白质印迹法检测 2组细胞中 IL-22的 mRNA及蛋白表达情况（样

本数为 6）。数据分析采用独立样本 t检验、重复测量方差分析、单因素方差分析、Bonferroni法、

Kruskal-Wallis H检验与Wilcoxon秩和检验。 结果 单纯创伤组小鼠伤后 3 d创周皮肤组织的表皮
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细胞中 Vγ4T细胞百分比为 0.66%（0.52%，0.81%），明显高于正常对照组小鼠正常皮肤组织的表皮细

胞中的 0.09%（0.04%，0.14%），Z=4.31，P<0.01；雷帕霉素+创伤组及创伤+CCL20抑制剂组小鼠伤后

3 d创周皮肤组织的表皮细胞中 Vγ4T 细胞百分比分别为 0.25%（0.16%，0.37%）、0.24%（0.17%，

0.35%），均较单纯创伤组明显降低（Z值分别为 2.27、2.25，P<0.05）。Vγ4T细胞组细胞中 IL-22 mRNA
表达水平明显高于 Vγ3T细胞组、γδ阴性细胞组、黑色素瘤细胞对照组（Z值分别为 2.96、2.45、3.41，P<
0.05或 P<0.01）。与野生型对照组比较，雷帕霉素对照组小鼠伤后 1~6 d创面面积百分比均明显增大

（P<0.01），Vγ4T细胞+IL-22抑制剂组小鼠伤后 1 d及伤后 3~6 d创面面积百分比均明显增大（P<
0.05或 P<0.01）。与雷帕霉素对照组比较，单纯 Vγ4T细胞组小鼠伤后 1~6 d创面面积百分比均明显减

小（P<0.05或 P<0.01）。与单纯 Vγ4T细胞组比较，Vγ4T细胞+IL-22抑制剂组小鼠伤后 3~6 d创面面

积百分比均明显增大（P<0.05或 P<0.01）。伤后 3 d，与野生型组比较，雷帕霉素组小鼠创周表皮组织

中 IL-22蛋白及 mRNA的表达水平（t值分别为−7.82、−5.04，P<0.01）、CCL20蛋白及 mRNA的表达水平

（t值分别为 −7.12、−5.73，P<0.01）均显著下降。培养 24 h，雷帕霉素组 Vγ4T细胞中 IL-22蛋白及

mRNA的表达水平均显著低于正常对照组（t值分别为−7.75、−6.04，P<0.01）。 结论 在全层皮肤缺

损小鼠中，雷帕霉素可能通过抑制 CCL20表达使 CCL20趋化系统受损导致 Vγ4T细胞向表皮的募集

减少，并同时抑制 Vγ4T细胞分泌 IL-22从而减缓创面愈合速度。

【关键词】 西罗莫司； 伤口愈合； 趋化因子 CCL20； Vγ4T细胞； 白细胞介素 22
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【Abstract】 Objective To investigate the role and mechanism of Vγ4 T cells in impaired wound
healing of rapamycin-induced full-thickness skin defects in mice. Methods The experimental research
methods were applied. Eighty-six C57BL/6J male mice (hereinafter briefly referred to as wild-type mice)
aged 8−12 weeks were selected for the following experiments. Vγ4 T cells were isolated from axillary lymph
nodes of five wild-type mice for the following experiments. Intraperitoneal injection of rapamycin for 42 mice
was performed to establish rapamycin-treated mice model for the following experiments. Eighteen wild-type
mice were divided into normal control group without any treatment, trauma only group, and trauma+CC
chemokine ligand 20 (CCL20) inhibitor group according to the random number table (the same grouping
method below), with 6 mice in each group. The full-thickness skin defect wound was made on the back of
mice in the latter two groups (the same wound model below), and mice in trauma+CCL20 inhibitor group
were continuously injected subcutaneously with CCL20 inhibitor at the wound edge for 3 days after injury.
Another 6 rapamycin-treated mice were used to establish wound model as rapamycin+trauma group. On post
injury day (PID) 3, the epidermal cells of the skin tissue around the wound of each trauma mice were
extracted by enzyme digestion, and the percentage of Vγ4 T cells in the epidermal cells was detected by flow
cytometry. In normal control group, the epidermal cells of the normal skin tissue in the back of mice were
taken at the appropriate time point for detection as above. Five wild-type mice were used to establish wound
models. On PID 3, the epidermal cells were extracted from the skin tissue around the wound. The cell
populations were divided into Vγ4 T cells, Vγ3 T cells, and γδ negative cells by fluorescence-activated cell
sorter, which were set as Vγ4 T cell group, Vγ3 T cell group, and γδ negative cell group (with cells in each
group being mixed with B16 mouse melanoma cells), respectively. B16 mouse melanoma cells were used as
melanoma cell control group. The expression of interleukin-22 (IL-22) mRNA in cells of each group was
detected by real-time fluorescence quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR),
with the number of samples being 6. Thirty rapamycin-treated mice were used to establish wound models,
which were divided into Vγ4 T cell only group and Vγ4 T cell+IL-22 inhibitor group performed with
corresponding injections and rapamycin control group injected with phosphate buffer solution (PBS)
immediately after injury, with 10 mice in each group. Another 10 wild-type mice were taken to establish
wound models and injected with PBS as wild-type control group. Mice in each group were injected
continuously for 6 days. The percentage of wound area of mice in the four groups was calculated on PID 1, 2,
3, 4, 5, and 6 after injection on the same day. Six wild-type mice and 6 rapamycin-treated mice were taken
respectively to establish wound models as wild-type group and rapamycin group. On PID 3, the mRNA and
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protein expressions of IL-22 and CCL20 in the peri-wound epidermis tissue of mice in the two groups were
detected by real-time fluorescence quantitative RT-PCR and Western blotting, respectively. The Vγ4 T cells
were divided into normal control group without any treatment and rapamycin-treated rapamycin group. After
being cultured for 24 hours, the mRNA and protein expressions of IL-22 of cells in the two groups were
detected by real-time fluorescence quantitative RT-PCR and Western blotting, respectively, with the number
of samples being 6. Data were statistically analyzed with independent sample t test, analysis of variance for
repeated measurement, one-way analysis of variance, Bonferroni method, Kruskal-Wallis H test, and
Wilcoxon rank sum test. Results The percentage of Vγ4 T cells in the epidermal cells of the skin tissue
around the wound of mice in trauma only group on PID 3 was 0.66% (0.52%, 0.81%), which was significantly
higher than 0.09% (0.04%, 0.14%) in the epidermal cells of the normal skin tissue of mice in normal control
group (Z=4.31, P<0.01). The percentages of Vγ4 T cells in the epidermal cells of the skin tissue around the
wound of mice in rapamycin+trauma group and trauma+CCL20 inhibitor group on PID 3 were 0.25%
(0.16%, 0.37%) and 0.24% (0.17%, 0.35%), respectively, which were significantly lower than that in trauma
only group (with Z values of 2.27 and 2.25, respectively, P<0.05). The mRNA expression level of IL-22 of
cells in Vγ4 T cell group was significantly higher than that in Vγ3 T cell group, γδ negative cell group, and
melanoma cell control group (with Z values of 2.96, 2.45, and 3.41, respectively, P<0.05 or P<0.01).
Compared with that in wild-type control group, the percentage of wound area of mice in rapamycin control
group increased significantly on PID 1− 6 (P<0.01), the percentage of wound area of mice in Vγ4 T cell+
IL-22 inhibitor group increased significantly on PID 1 and PID 3−6 (P<0.05 or P<0.01). Compared with that
in rapamycin control group, the percentage of wound area of mice in Vγ4 T cell only group decreased
significantly on PID 1−6 (P<0.05 or P<0.01). Compared with that in Vγ4 T cell only group, the percentage of
wound area of mice in Vγ4 T cell+IL-22 inhibitor group increased significantly on PID 3−6 (P<0.05 or P<
0.01). On PID 3, compared with those in wild-type group, the expression levels of IL-22 protein and mRNA
(with t values of − 7.82 and − 5.04, respectively, P<0.01) and CCL20 protein and mRNA (with t values of
−7.12 and −5.73, respectively, P<0.01) were decreased significantly in the peri-wound epidermis tissue of
mice in rapamycin group. After being cultured for 24 hours, the expression levels of IL-22 protein and
mRNA in Vγ4 T cells in rapamycin group were significantly lower than those in normal control group (with t
values of −7.75 and −6.04, respectively, P<0.01). Conclusions In mice with full-thickness skin defects,
rapamycin may impair the CCL20 chemotactic system by inhibiting the expression of CCL20, leading to a
decrease in the recruitment of Vγ4 T cells to the epidermis, and at the same time inhibit the secretion of
IL-22 by Vγ4 T cells, thereby slowing the wound healing rate.

【Key words】 Sirolimus; Wound healing; Chemokine CCL20; Vγ4 T cells; Interleukin-22
Fund program: Youth Fund Project of the First Affiliated Hospital of Zhengzhou University
雷帕霉素又名西罗莫司，是一种有效的 αβT细

胞抑制剂［1］，通常被用于预防患者因移植实体器官

而产生的免疫排斥反应［2⁃4］，但是行器官移植后的患

者通常会伴有创面愈合延迟的情况［5⁃7］。研究表明，

雷帕霉素可能通过抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）信号通路，使树突状表皮 T细胞（DETC）分

泌的胰岛素样生长因子Ⅰ、KC生长因子减少，进而

导致创面愈合障碍［8⁃9］。

DETC交错分布于表皮组织中，其表型为 Vγ3，
是上皮受损中主要的效应 T细胞，在创面愈合中起

着重要作用［10⁃13］；而分布于真皮组织中的 γδT细胞

大部分高表达 Vγ4，与表皮组织中的 DETC明显不

同［14］。研究表明，真皮组织中 Vγ4T细胞功能障碍

可能是引起糖尿病小鼠全层皮肤缺损创面延迟愈

合的原因之一［15］，但此类细胞在应用雷帕霉素治疗

后导致创面愈合障碍中的作用及其机制目前尚不

清楚。研究表明，在银屑病小鼠模型中，表皮中一

群高表达趋化因子受体 6（CCR6）、不表达 Vγ3的

γδT细胞分泌 IL-22，该分泌因子能够引起 KC过度

增殖［16］；同时 IL-22作为一个能够加速创面再上皮

化及愈合的重要细胞因子［17］，其在创周表皮组织中

是否仍由类似的细胞分泌鲜见研究报道。因此，本

研究拟探讨 Vγ4T细胞在应用雷帕霉素的小鼠全层

皮肤缺损创面愈合障碍中的作用及其机制。

1 材料与方法

本实验研究中的动物实验符合国家和郑州大

学第一附属医院关于动物使用的相关规定。

1. 1 动物及主要试剂与仪器来源

86 只 8~12 周 龄 无 特 殊 病 原 体 级 健 康 雄 性

C57BL/6J小鼠（以下称野生型小鼠），体重 20~22 g，
由郑州大学动物实验中心提供，许可证号：SYXK
（豫）2018-0004。B16小鼠黑色素瘤细胞购自上海

奥陆生物科技有限公司。抗小鼠 Vγ4 T细胞受体
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（TCR）抗体购自美国 BioXCell公司，雷帕霉素购自

美国 Bio-Rad公司，IL-22抑制剂、CC趋化因子配体

20（CCL20）抑 制 剂 购 自 美 国 R&D 公 司 ，RPMI
1640培养基、牛血清白蛋白、胎牛血清、PBS、胰蛋白

酶购自美国 Gibco公司，兔抗小鼠 CCL20单克隆抗

体购自美国 Abcam公司，大鼠抗小鼠 CD16/32单克

隆抗体、亮紫 421标记的亚美尼亚仓鼠抗小鼠 γδ
TCR单克隆抗体、藻红蛋白标记的叙利亚仓鼠抗小

鼠 Vγ3 TCR单克隆抗体、异硫氰酸荧光素（FITC）标

记的亚美尼亚仓鼠抗小鼠 Vγ4 TCR单克隆抗体及

藻红蛋白标记的亚美尼亚仓鼠抗小鼠 CCR6单克隆

抗 体 、大 鼠 抗 小 鼠 IL-22 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国

BioLegend公司，小鼠源性 GAPDH单克隆抗体、辣根

过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠 IgG多克隆抗

体、HRP标记的山羊抗兔 IgG多克隆抗体及山羊抗

大鼠 IgG 多克隆抗体购自美国 eBioscience 公司。

Chemi DOCTM XRS+型化学发光成像分析仪购自美国

Bio-Rad公司，Attune NxT型流式细胞仪购自美国

Life Technologies公司，FACSAria型流式细胞分选仪

购自美国 BD Biosciences公司。

1. 2 Vγ4T细胞分离与培养

取 5只野生型小鼠，行颈椎脱臼处死，用无菌解

剖器械分离腋窝淋巴结并放置在无菌 PBS中，用无

菌毛玻璃片轻柔研磨组织，将其制成单细胞悬液，

用孔径 70 μm的无菌滤器过滤后，在室温下以离心

半径 10 cm（离心半径下同）、1 000 r/min离心 8 min。
弃去上清液，以 PBS重新悬浮，使用淋巴细胞分离液

分 离 富 集 淋 巴 细 胞 ，室 温 下 以 1 200 r/min 离 心

8 min。弃去上清液，用 PBS重新悬浮，计数，将细胞

浓度调整为 1×106个/mL。将抗小鼠 Vγ4 TCR单克

隆抗体加入 PBS中制成抗体包被液，将抗体包被液

加入 48孔板中，每孔 100 μL，置于 4 ℃冰箱中过夜。

取出预包被好的 48孔板，吸去抗体包被液，接种提

取的细胞，每孔接种 1×106个，于培养箱中用含体积

分数 15%胎牛血清的 RPMI 1640培养基常规培养

6 d，采用流式细胞术鉴定 Vγ4T细胞纯度为 95%后，

用于后续实验。

1. 3 应用雷帕霉素的小鼠模型构建

取 42只野生型小鼠，根据文献［18］中的方法，

对小鼠进行 3 mg/kg雷帕霉素腹腔注射（120 μg/mL）
从而在体抑制 mTOR信号通路，每天注射 1次，连续

注射 4周后成功建立应用雷帕霉素的小鼠模型，用

于后续实验。

1. 4 流式细胞术检测小鼠表皮中 Vγ4T 细胞百

分比

取 18只野生型小鼠，按随机数字表法（分组方

法下同）分为不进行任何处理的正常对照组和单纯

创伤组、创伤+CCL20抑制剂组（每组 6只），后 2组
小鼠常规背部备皮麻醉，在背部中线两侧以直径

2. 5 mm打孔器打孔（每侧打 1个孔）建立全层皮肤

缺损创面（创面模型下同），伤后分笼饲养，自由饮

食。创伤+CCL20抑制剂组小鼠伤后连续 3 d于创

缘 皮 下 注 射 20 μg 质 量 浓 度 为 400 μg/mL 的

CCL20抑制剂，均每天注射 1次。另取 6只应用雷帕

霉素的小鼠建立创面模型作为雷帕霉素+创伤组。

伤后 3 d，采用酶消化法提取各创伤小鼠创周皮

肤组织（同时切取每只鼠的 2个创面的组织，算作

1个样本，下同）的表皮细胞：取创周 3 mm范围内皮

肤，清除皮下组织，浸泡于配制好的酶消化溶液（取

胰蛋白酶粉 1 g、氯化钠 2. 94 g、氯化钾 0. 134 g、葡
萄糖 0. 334 g，加去离子水溶解，定容至总体积为

334 mL，并调节 pH值为 7. 6）中，4 ℃下静置 5 h。用

镊子撕下表皮组织，剪刀剪碎后，置于 3 g/L胰蛋白

酶中，37 ℃消化约 10 min。加入含体积分数 15%胎

牛血清的RPMI 1640培养基终止消化。用孔径 40 μm
的无菌滤器过滤溶液后，在室温下以 1 000 r/min离
心 10 min，弃去上清液，即得创周皮肤组织的表皮细

胞。以 PBS重新悬浮表皮细胞，加入大鼠抗小鼠

CD16/32单克隆抗体（稀释比为 1∶200），于 4 ℃孵育

30 min封闭细胞表面非特异性染色受体后，加入亮

紫 421标记的亚美尼亚仓鼠抗小鼠 γδ TCR单克隆

抗体、藻红蛋白标记的叙利亚仓鼠抗小鼠 Vγ3 TCR
单克隆抗体、FITC标记的亚美尼亚仓鼠抗小鼠 Vγ4
TCR单克隆抗体及藻红蛋白标记的亚美尼亚仓鼠

抗小鼠 CCR6单克隆抗体（稀释比均为 1∶100），37 ℃
孵育 30 min。用 PBS清洗 2次后重新悬浮细胞，用

流式细胞仪检测各创伤小鼠创周皮肤组织的表皮

细胞中 Vγ4T细胞的百分比。于适宜时间点取正常

对照组小鼠背部正常皮肤组织，同前提取表皮细胞

进行检测。

1. 5 实时荧光定量 RT-PCR法检测野生型小鼠创

周表皮各类细胞群 IL-22 mRNA表达

取 5只野生型小鼠，建立创面模型并同 1. 4提

取伤后 3 d创周皮肤组织的表皮细胞。采用文献

［16］报道的方法，使用流式细胞分选仪将表皮细胞

分选为 Vγ4T细胞、Vγ3T细胞及 γδ阴性细胞，分别
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设为 Vγ4T细胞组、Vγ3T细胞组及 γδ阴性细胞组，

其中 γδ阴性细胞代表表皮中除 Vγ4T细胞、Vγ3T细

胞外的所有细胞。将分选后获得的同等数量的 3组
细胞群（1×103个）分别混合其 10倍数量的 B16小鼠

黑色素瘤细胞，以此来获得足够的 RNA。以单纯

B16小鼠黑色素瘤细胞（细胞总量同前述各组）为黑

色素瘤细胞对照组。采用 TRIzol法提取细胞总

RNA，用紫外分光光度计检测 RNA浓度及纯度。取

2 μg RNA，用无 RNA酶水稀释，按照 40 μL反应体

系反转录成互补 DNA，采用实时荧光定量 PCR仪检

测反转录产物中 IL-22的 mRNA表达。引物由生工

生物工程（上海）股份有限公司设计合成（下同）。

IL-22 上 游 引 物 为 5'-GCTTGGAGAGAGTGGAGA-
G-3'，下游引物为5'-TTTAGAAGGCAGGAAGGAG-3'，
产物大小为 127 bp；内参照为 GAPDH，其上游引物

为 5'-AAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3'，下游引物为

5'-GAAGGTGGAAGAGTGGGAGT-3'，产 物 大 小 为

111 bp。采用 Δ循环阈值（Ct）法的 2−ΔΔCt处理结果，

计算各组细胞 IL-22 mRNA的相对表达量。本实验

各组样本数均为 6。
1. 6 小鼠创面愈合情况观察

取 10只野生型小鼠，建立创面模型作为野生型

对照组；另取 30只应用雷帕霉素的小鼠，建立创面

模型，伤后即刻分为雷帕霉素对照组以及单纯 Vγ4T
细胞组与 Vγ4T细胞+IL-22抑制剂组（每组 10只），

后 2组小鼠伤后即刻开始分别连续 6 d经创缘皮下

注射 Vγ4T细胞、Vγ4T细胞+IL-22抑制剂，均每天注

射 1次，每次每个创面注射 1 mL浓度为 1×105个/mL
的 Vγ4T细胞，IL-22抑制剂质量浓度为 400 μg/mL、
体积为 0. 05 mL；野生型对照组、雷帕霉素对照组注

射 1. 05 mL PBS。伤后 0（即刻）、1、2、3、4、5、6 d于
当日注射后计算 4组小鼠创面面积百分比。在创面

旁放置参照物，以数码相机垂直于创面、镜头距离

创面 15 cm、微距模式下，采集创面图像，每张图片

包括创面及参照物。以 Image J 1. 8. 0图像分析软

件（美国国立卫生研究院）测量创面的大小（每只鼠

2个创面测量结果取均值）。伤后各时间点创面面

积百分比=伤后各时间点创面面积÷伤后 0 d创面面

积×100%。

1. 7 实时荧光定量 RT-PCR法与蛋白质印迹法分

别检测小鼠创周表皮组织中 IL-22与 CCL20 mRNA
及蛋白表达

分别取 6只野生型小鼠和 6只应用雷帕霉素的

小鼠建立创面模型，作为野生型组和雷帕霉素组。

伤后 3 d，同 1. 4 取每只小鼠的创周表皮组织，分

成 2份。

取 1份表皮组织，在液氮中碾磨粉碎，同 1. 5采

用实时荧光定量 RT-PCR法检测各组小鼠创周表皮

组织中 IL-22、CCL20 mRNA表达情况。CCL20上游

引 物 为 5'-CAGCCAGGCAGAAGCAGCAA-3'，下 游

引物为 5'-GGCCATCTGTCTTGTGAAACCCA-3'，产

物 大 小 为 100 bp；IL-22 的 引 物 序 列 和 产 物 大 小

同 1. 5。
取另 1份表皮组织，在液氮中碾磨粉碎，提取细

胞总蛋白，加入细胞裂解液，4 ℃下振荡 20 min，以
14 000 r/min离心 5 min后测定蛋白浓度。每只小鼠

取 50 μg总蛋白上样，行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳后，湿法转膜，用 30 g/L牛血清白蛋白溶

液封闭，室温下振荡 2 h。加入兔抗小鼠 CCL20单克

隆一抗（稀释比为 1∶200）、大鼠抗小鼠 IL-22单克隆

一抗（稀释比为 1∶200）、小鼠源性 GAPDH单克隆一

抗（稀释比为 1∶2 000），4 ℃静置过夜。加入 HRP标

记的山羊抗小鼠 IgG多克隆二抗、HRP标记的山羊

抗兔 IgG多克隆二抗及山羊抗大鼠 IgG多克隆二抗

（稀释比均为 1∶2 000），室温静置 1 h。化学发光成

像分析仪进行灰度分析，结果以目的蛋白 IL-22、
CCL20灰度值与内参照 GAPDH灰度值的比值表示。

1. 8 实时荧光定量 RT-PCR法与蛋白质印迹法检

测 Vγ4T细胞中 IL-22的mRNA与蛋白表达

取 Vγ4T细胞，将细胞接种到 48孔板中，每孔细

胞数为 1×106个，用 RPMI 1640培养基常规培养，分

为不进行任何处理的正常对照组和用雷帕霉素处

理的雷帕霉素组。培养 24 h，同 1. 7分别采用实时

荧光定量 RT-PCR法及蛋白质印迹法检测 2组细胞

中 IL-22的 mRNA及蛋白表达。本实验中 2组样本

数均为 6。
1. 9 统计学处理

采用 GraphPad Prism 8. 0和 SPSS 23. 0统计软

件分析实验数据。计量资料数据中符合正态分布

者用 x̄ ± s表示，2组分组的组间比较采用独立样本 t

检验；多组间多个时间点总体比较行重复测量方差

分析，多组间单一时间点总体比较行单因素方差分

析，多重比较采用 Bonferroni法（软件自动略去该统

计量值）。计量资料数据中不符合正态分布者以 M

（min，max）表示，组间总体比较采用 Kruskal-Wallis
H检验，组间两两比较采用Wilcoxon秩和检验。P<
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0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 小鼠表皮中 Vγ4T细胞百分比

正常对照组小鼠正常皮肤组织与单纯创伤组、

雷帕霉素+创伤组、创伤+CCL20抑制剂组小鼠伤后

3 d创周皮肤组织的表皮细胞中 Vγ4T细胞百分比分

别 为 0. 09%（0. 04%，0. 14%）、0. 66%（0. 52%，

0. 81%）、0. 25%（0. 16%，0. 37%）、0. 24%（0. 17%，

0. 35%），组间总体比较，差异有统计学意义（H=
18. 58，P<0. 001）。与正常对照组比较，单纯创伤组

小 鼠 Vγ4T 细 胞 百 分 比 明 显 升 高（Z=4. 31，P<
0. 001）；与单纯创伤组比较，雷帕霉素+创伤组、创

伤+CCL20抑制剂组小鼠 Vγ4T细胞百分比明显降

低（Z 值 分 别 为 2. 27、2. 25，P 值 分 别 为 0. 023、
0. 025）。

2. 2 野生型小鼠创周表皮各类细胞群 IL-22 mRNA
表达

Vγ4T细胞组、Vγ3T细胞组及 γδ阴性细胞组与

黑色素瘤细胞对照组细胞中 IL-22 mRNA表达水平

分 别 为 0. 801（0. 560，0. 901）、0. 064（0. 037，
0. 138）、0. 099（0. 031，0. 199）、0. 053（0. 037，
0. 105），组 间 总 体 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（H=
13. 90，P=0. 003）。 Vγ4T 细 胞 组 细 胞 中 IL-22

mRNA表达量明显高于 Vγ3T细胞组、γδ阴性细胞

组、黑色素瘤细胞对照组（Z值分别为 2. 96、2. 45、
3. 41，P值分别为 0. 003、0. 014、0. 001）。

2. 3 小鼠创面愈合情况

与野生型对照组比较，雷帕霉素对照组小鼠伤

后 1~6 d创面面积百分比均明显增大（P<0. 01）；单

纯 Vγ4T细胞组小鼠伤后 1~6 d创面面积百分比均

无明显变化（P>0. 05）；Vγ4T细胞+IL-22抑制剂组

小 鼠 伤 后 2 d 创 面 面 积 百 分 比 无 明 显 变 化（P>
0. 05），但伤后 1 d及伤后 3~6 d创面面积百分比均

明显增大（P<0. 05或 P<0. 01）。伤后 1~6 d，与雷帕

霉素对照组比较，单纯 Vγ4T细胞组小鼠创面面积

百分比均明显减小（P<0. 05或 P<0. 01），Vγ4T 细

胞+IL-22抑制剂组小鼠创面面积百分比均无明显

变化（P>0. 05）。与单纯 Vγ4T细胞组比较，Vγ4T细

胞+IL-22抑制剂组小鼠伤后 1、2 d创面面积百分比

均无明显变化（P>0. 05），但伤后 3~6 d创面面积百

分比均明显增大（P<0. 05或 P<0. 01）。见表 1。伤

后 3 d，4组小鼠创面面积情况见图 1。
2. 4 小鼠创周表皮组织中 CCL20和 IL-22的蛋白

与mRNA表达

伤后 3 d，雷帕霉素组小鼠创周表皮组织中

IL-22蛋白及 mRNA的表达水平均较野生型组显著

下降（t值分别为−7. 82、−5. 04，P值分别为<0. 001、
表 1 4组全层皮肤缺损小鼠伤后各时间点创面面积百分比比较（%，x̄ ± s）

组别

野生型对照组

雷帕霉素对照组

单纯 Vγ4T细胞组

Vγ4T细胞+白细胞介素 22抑制剂组

F值

P值

样本数

10
10
10
10

1 d
79.3±8.4
93.3±2.9a
85.4±5.1b
88.3±6.1c
9.73
<0.001

2 d
65.7±9.6
84.0±8.0a
70.0±7.9d
76.6±9.9
8.07
<0.001

3 d
47.0±9.7
72.5±9.2a
54.3±9.4d
68.4±10.2ae
15.46
<0.001

4 d
31.5±7.8
56.6±9.7a
37.4±8.3d
56.2±14.2af
15.66
<0.001

5 d
21.5±8.1
42.9±7.6a
27.7±5.3d
44.0±11.1af
18.26
<0.001

6 d
11.1±4.5
34.5±7.3a
16.2±3.9d
29.9±8.8af
29.26
<0.001

注：除野生型对照组外，其余 3组小鼠均应用了雷帕霉素；处理因素主效应，F=18.88，P<0.001；时间因素主效应，F=1 126.05，P<0.001；两者

交互作用，F=5.05，P<0.001；与野生型对照组比较，aP<0.01，cP<0.05；与雷帕霉素对照组比较，bP<0.05，dP<0.01；与单纯 Vγ4T细胞组比较，eP<
0.05，fP<0.01

注：除野生型对照组外，其余 3组小鼠均应用了雷帕霉素

图 1 4组全层皮肤缺损小鼠伤后 3 d创面面积。1A.野生型对照组创面面积较参照物明显缩小；1B.雷帕霉素对照组创面面积明显大于图

1A；1C.单纯Vγ4T细胞组创面面积与图 1A相近，明显小于图 1B；1D.Vγ4T细胞+白细胞介素 22抑制剂组创面面积与图 1B相近，明显大于图 1C
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0. 001）；伤后 3 d，雷帕霉素组小鼠创周表皮组织中

CCL20蛋白及 mRNA的表达水平均较野生型组显著

下降（t值分别为−7. 12、−5. 73，P<0. 001）。见图 2。
2. 5 Vγ4T细胞中 IL-22的蛋白与mRNA表达

培养 24 h，雷帕霉素组 Vγ4T细胞中 IL-22的蛋

白及 mRNA表达水平均较正常对照组显著下降（t值

分别为−7. 75、−6. 04，P<0. 001）。见图 3。

3 讨论

雷帕霉素作为一种有效的临床治疗药物，因对

T细胞的抑制作用，被用于预防移植手术后的排斥

反应［18］，常被涂抹于动脉支架上降低支架对血管造

成的不良反应［19］；同时研究也显示，雷帕霉素具有

抗肿瘤细胞增殖和抗肿瘤血管生成的作用［20⁃21］。

γδT细胞是皮肤免疫系统中的重要组成部分，其不

同亚群分别通过分泌生长因子和炎症因子在动态

塑造早期创面微环境中起关键作用［22⁃24］。近年来的

研究显示，雷帕霉素通过抑制 mTOR信号通路［25］，导

致 DETC 存 活 障 碍 及 功 能 异 常 ，造 成 创 面 愈 合

延迟［8⁃9］。

CCR6 是 一 种 G 蛋 白 偶 联 的 CCR，CCL20 是

CCR6的唯一配体［26］，CCL20/CCR6趋化系统对 γδT
细胞的迁移有重要的影响［27］。本课题组在前期研

究中观察到，在糖尿病小鼠全层皮肤缺损创面模型

中，创周真皮 CCL20/CCR6趋化系统受损，从而引起

真皮中 Vγ4T细胞减少，这可能是导致糖尿病小鼠

创面愈合障碍的原因之一［15］。而关于银屑病小鼠

模型的研究显示，表皮中出现一群高表达 CCR6的
γδT细胞，它们通过 CCL20/CCR6通路向表皮募集，

而抑制 CCL20的表达能够明显减少此类细胞向表

皮的募集［28⁃29］。因此，本研究利用小鼠全层皮肤缺

损创面模型进行了相应的实验，结果显示单纯创伤

组野生型小鼠伤后 3 d的创周表皮中出现了一群

γδT细胞，它们表达 Vγ4，这与表皮中常驻的 DETC

（表达 Vγ3）明显不同，但此类细胞在雷帕霉素+创伤

组应用雷帕霉素的小鼠创周表皮中的百分比较单

纯创伤组明显下降，表明雷帕霉素可能影响了这群

细胞向创周表皮的募集，同时在创伤+CCL20抑制

剂组小鼠中，Vγ4T细胞在创周表皮中的百分比也较

单纯创伤组下降，表明 CCL20通路可能在该类细胞

向表皮的募集中起重要作用。综合分析，本课题组

推测，雷帕霉素可能通过抑制 CCL20的表达，从而

使创伤后 Vγ4T细胞向表皮的募集减少。

IL-22是一种能够介导免疫系统与表皮细胞对

话的重要细胞因子［30⁃31］。研究显示，IL-22具有明显

的促进糖尿病小鼠全层皮肤缺损创面愈合的作

用［32⁃33］。而且银屑病小鼠出现表皮增厚、KC过度增

殖的现象，也与皮肤中 IL-22的表达增高有关［34⁃35］。

同时研究显示，IL-22主要由表皮中新出现的表达

CCR6而不表达 Vγ3的 γδT细胞分泌［16］。考虑到创

伤后新生表皮同样有增厚及 KC增殖活跃的表现，

本研究通过建立小鼠全层皮肤缺损创面模型进行

相关研究，结果显示，与 Vγ3T细胞相比，野生型小

鼠伤后 3 d表皮中 Vγ4T细胞高表达 IL-22 mRNA，表
明 Vγ4T 细胞可能是创伤后表皮中 IL-22 的主要

来源。

由于雷帕霉素导致了创伤后 Vγ4T细胞向表皮

的募集障碍，本课题组进一步探究 Vγ4T细胞及

IL-22与应用雷帕霉素的小鼠创面愈合障碍的关系。

本研究在体外分离培养高纯度 Vγ4T细胞的前提

下，观察野生型小鼠、仅应用雷帕霉素的小鼠、创缘

单纯注射 Vγ4T细胞的应用雷帕霉素的小鼠及创缘

同时注射 Vγ4T细胞和 IL-22抑制剂的应用雷帕霉

素的小鼠伤后 6 d内的创面愈合情况。结果显示，

与野生型小鼠相比，仅应用雷帕霉素的小鼠、应用

雷帕霉素的小鼠应用 Vγ4T细胞+IL-22抑制剂后的

创面愈合速度明显变慢，但是应用雷帕霉素的小鼠

应用 Vγ4T细胞后的创面愈合速度较仅应用雷帕霉

注：条带图上方与条图横坐标下 1、2均分别指野生型组、雷帕霉素组；IL-22为白细胞介素 22，GAPDH为 3-磷酸甘油醛脱氢酶，CCL20为
CC趋化因子配体 20；与野生型组比较，aP<0.01
图 2 2组全层皮肤缺损小鼠伤后 3 d创周表皮组织中 IL-22和 CCL20的蛋白与 mRNA表达。2A.蛋白质印迹法检测 IL-22蛋白表达；2B.
IL-22蛋白与mRNA的表达；2C.蛋白质印迹法检测 CCL20蛋白表达；2D.CCL20蛋白与mRNA的表达
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素的小鼠有了明显提升，这表明 Vγ4T细胞促进了

应用雷帕霉素的小鼠的创面愈合，而 IL-22抑制剂

阻断了 Vγ4T细胞促进应用雷帕霉素的小鼠创面愈

合的作用。综合 4组小鼠创面愈合情况，本课题组

分析 Vγ4T细胞伤后向表皮募集并分泌 IL-22可能

有利于改善雷帕霉素导致的创面愈合障碍。结合

实验展示的雷帕霉素抑制 Vγ4T细胞分泌 IL-22，应
用雷帕霉素的小鼠表皮 IL-22及 CCL20表达下降，

而抑制 CCL20导致 Vγ4T细胞伤后向表皮募集障碍

的结果，本课题组推测，雷帕霉素不仅通过抑制

CCL20的表达使 Vγ4T细胞伤后向表皮募集减少，同

时抑制 Vγ4T细胞分泌 IL-22从而导致表皮 IL-22表
达降低，进而延缓了创面愈合。

综上所述，雷帕霉素可能通过抑制 CCL20创伤

后表达使 CCL20/CCR6趋化系统受损导致 Vγ4T细

胞向表皮募集减少，并同时抑制 Vγ4T细胞分泌

IL-22从而减缓创面愈合速度。本研究阐明了雷帕

霉素在创面愈合障碍中的影响机制，为如何在应用

雷帕霉素进行免疫治疗时防止创面愈合延迟提供

了新的方向。
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·消息·

关于开展创面修复学科建设百千万五年行动计划的通知
为保障创面修复科等相关科室能力建设工作，进一步提升创面修复诊疗能力和规范化水平，加强慢性创面修复专业技术

的推广，充分发挥继续教育在专科人才培养方面的重要作用，国家卫生健康委能力建设和继续教育中心组织相关专家共同开

展调研分析，经多次研究论证，拟定于 2022年 5月—2027年 4月开展创面修复学科建设百千万五年行动。该计划主要面向基

层临床专科管理人员、医师、护士及相关技术人员开展创面修复相关技能培训，主要内容包括：（1）探索构建符合我国创面修复

专科人才培养体系。（2）建立创面修复学科培训基地建设体系。（3）培养一批创面修复学科的优秀人才队伍和讲师团队。

项目联系人：郭常松，联系电话：010-83041862。具体情况详见《中华烧伤与创面修复杂志》网站：http://www.zhsszz.org/、
http://zhsszz.xml-journal.net/及微信公众号。

国家卫生健康委能力建设和继续教育中心
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